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© Rekombinante Liganden fur das menschliche Zellmembran- Antigen CD30 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige rekombinante 
DNA-Molekule oder Telle derselben, welche fur variable 
Immunglobulinketten oder Fragmente davon kodieren, die 
Spezifitat fur das menschliche Zellmembranmolekul CD30 
aufweisen. Ferner werden Expressionsvektoren, die diese 
DNA-Molekule enthalten, sowie damit transformierte Wirts- 
zellen bereitgestellt, die in der Lage sind, die neuartigen 
Liganden zu produzieren. Daruber hinaus werden ein Verfah- 
ren zur Herstellung von Liganden der bezeichneten Spezifi- 
tat unter Verwendung der transformierten Wirtszellen, die 
daraus resultierenden Liganden sowie diese enthaltende 
diagnostische und pharmazeutische Praparate beschrieben. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige rekombinante DNA-MolekQle, welche fur variable Immunglo- 
bulinketten oder Fragmente derselben kodieren, die Spezifitat fQr das menschliche Zellmembran- Antigen CD30 
aufweisen. Die Erfindung betrifft ferner Expressionsvektoren, die diese DNA-MolekOle enthalten, sowie damit 
transfonnierte Wirtszellen, die in der Lage sind, die neuartigen Liganden zu produzierea DarOber hinaus 
werden ein Verfahren zur Herstellung von Liganden der bezeichneten Spezifitat unter Verwendung der trans- 
formierten Wirtszellen, die daraus resultierenden Liganden sowie diese enthaltende diagnostische und phama- 
zeutische Praparate bereitgestellt 

Das CD30-Antigen ist ein Giykoprotein mit einer Molekulmasse von 120 kD, wenn diese durch eine SDS- 
Elektrophorese bestimmt wird. Das besondere an dem CD30-Antigen ist, daB es normalerweise im Organismus 
nur auf sehr wenigen aktivierten T-Zeil- und B-Zell- Bias ten und an diesen auch nur in geringer Dichte vorhanden 
ist (Stein et at, "Identification of Hodgkin and Sternberg-Reed cells as a unique cell type derived from a newly 
detected small ceil population", Int J, Cancer, 30, S. 445-459, 1982; Stein et aL,The expression of the Hodgkin's 
disease associated antigen Ki-1 in reactive and neoplastic lymphoid tissue: evidence that Reed-Sternberg and 
histiocytic malignancies are derived from activated lymphoid cells", Blood, 66, & 848—858, 1985; Schwarting et 
aL, "Ber-H2: a new monoclonal antibody of the Ki-1 family for the detection of Hodgkin's disease in formaldeh- 
ydefixed tissue sections {AZ13f t in: Leucocyte Typing III, White Cell Differentiation Antigens, A.J. McMichael, 
Hrsg, Oxford University Press, Oxford — New York — Tokyo, S. 574—575, 1987), wahrend es aber bei einer 
Reihe von lymphoproliferativen Prozessen und bei embryonalen Karzinomen in sehr viel hdherer Konzentra- 
tion exprimiert wird. Zu den stark CD30-positiven malignen Lymphomen gehdren in erster Linie die Hodgkin- 
Lymphome, das anaplastische groBzellige Lymphom wie auch die akute Form der adulten T-ZeU-Leuk&mie. 

KOrzlich konnte gezeigt werden, daB das CD30-Molekul selektiv von aktivierten TH2-Blasten (S. Romagnani, 
"Induction of ThI and Th2 responses: a key role for the 'natural' immune response?", Immunol. Today, 13, S. 
379-381, 1992) in vitro und in vivo exprimiert wird (Del Prete et aL, "CD30, Th2 cytokines and HIV infection: a 
complex and fascinating link", Immunol Tod ay, 16(2): 76—80, 1995). Bei Patienten mit allergischen Erkrankungen 
war die Zahl der CD30 + TH2-Blasten im Vergleich zu Normalpersonen urn ein Vielfaches erhdht Es ist daher 
denkbar, daB die Mehrzahl der Autoaggressionserkrankungen auf eine Fehlsteuerung der TH-Antwort mit 
Vermehrung von Tn2-Zellen zurUckzufQhren ist 

Wegen des au&erst seltenen Vorkommens des CD30-Molekuls im normalen Organismus und der hohen 
Expression dieses MolekOls auf den Tumorzellen der oben genannten Lymphome und des embryonalen Karzi- 
noms sowie auf aktivierten TH2-Blasten sind eine auf die Expression des CD30-Molekals aufbauende Diagnostik 
und Therapie eine wichtige Strategic zur Erkennung und Behandlung der genannten Erkrankungen, 

Es sind bereits Immunotoxine versuchsweise in vivo beim Menschen angewendet worden, mit denen 
Hodgkin-Lymphomzellen erkannt bzw. eliminiert werden kdnnen (B. Falini et aL, "Response of refractory 
Hodgkin's disease to monoclonal anti-CD30 immunotoxin", Lancet, 339, S. 1 195— 1 196, 1992; Falini et aL, "In vivo 
targeting of Hodgkin and Reed-Sternberg cells of Hodgkin's disease with monoclonal antibody Ber-H2 (CD30): 
Immunohistological evidence", Brit J. Haematol, 82, S. 38—45, 1992). 

Die primare Diagnostik der CD30-positiven Krebsformen wird gegenwirtig immunhistologisch durchgefOhrt, 
wobei als Antikdrper zX ausschfieBlich Reagenzien der Maus wie z. B. Ber-H2 eingesetzt werden. Bei diesem 
Reagenz handelt es sich um einen gegen das CD30-Molektil gerichteten monoklonalen Antikdrper, der 1987 in 
einem Kurzbeitrag und 1989 in ausfQhrlicher Weise von der Arbeitsgruppe der Erfinder beschrieben wurde 
(Schwarting et aL,*Ber-H2: a new anti-Ki-1 (CD30) monoclonal antibody directed at a formol-resistent epitope", 
Blood, 74, S. 1678—1689, 1989). Dieser Antikdrper wird von der gleichnamigen Maus-Myelom-Hybridzellinie 
sezerniert, die am 28.01.1992 bei der European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), Public Health 
Laboratories Service Board, 61 Collindale Avenue, London, NW9 5DF, nach den Bestimmungen des Budapester 
Vertrages unter der Hinterlegungsnummer Ber-H2 92012823 hinterlegt worden ist Allerdings ist es bei der 
Massenproduktion dieses Antikorpers in Langzeitkultur (etwa in Fermentern) von erheblichem Nachteil, dafi die 
Antikdrper-produzierenden Zellen bereits nach einigen Generationen von solchen Zellen Oberwachsen werden, 
die die Fahigkeit zur Antikorperproduktion verloren haben, offenbar weil letztere nicht mehr in der Lage sind, 
schwere Immunglobulinketten oder auch schwere und leichte Immunglobulinketten zu synthetisierea 

Die Ausbreitungsdiagnostik der genannten Tumorerkrankungen erfolgt in der Regel durch Computertomo- 
graphie, Sonographic und/oder Lymphographie. Die genannte nicht-invasive Ausbreitungsdiagnostik ist jedoch 
mit dem Nachteil verbunden, daB lediglich relativ grofie Tumormassen identifiziert werden kdnnen, kleinere 
Tumore oder Metastasen jedoch nicht nachweisbar sind. Die deshalb oft zusatziich angewendete chirurgische 
Ausbreitungsdiagnostik ist fur den Patienten sehr belastend und auf bestimmte Korperhohlen (z. B. Bauchhdhle) 
beschrankt Die gegenwartigmedktnisch ausschlieBlich akzeptierte und deswegen angewendete Standardthera- 
pie der CD30-positiven Tumore erfolgt mit einer unspezifischen Radio- und/oder Chemotherapie. Obgleich die 
Erfolgsrate ca. 60—70% betriigt, gibt es fur die Therapieversager bisher kein kurathres Konzept 

Deshalb wurde der monoklonale Antikdrper Ber-H2 mit pflanzlichen Giften konjugiert und versuchsweise 
zur Therapie von Patienten mit Morbus Hodgkins in terminaler Krankheitsphase eingesetzt (Falini et aL, 
"Response of refractory Hodgkin's disease to monoclonal anti-CD30 immunotoxin", Lancet, 339, S. 1195— 1 196, 
1992). Dabei zeigten die vier behandelten Patienten innerhalb von 10 Tagen eine Tumormassenreduktion um 
50% bis nahezu 100%. Allerdings kam es in alien Fallen nach unterschiedlicher Zeit zum Neuauftreten von 
Tumormassen an den alten und/oder neuen Lokalisationen. Eine Wiederholung der Immunotoxinapplikation 
war nicht mdgiich, weil die so behandelten Patienten ausnahmslos Antikdrper gegen den Maus-Antikorper 
Ber-H2 gebildet hattea 

Die immunologisch begriindete Problematik der in-vivo-Applikation von Maus-Antikorpern gegen das 
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CD30-Molekfil fur diagnostische und therapeutische Zwecke lafit sich drastisch reduzieren, wenn anstelle des 
Maus-Antik6rpers ein nicht oder nur geringfugig immunogenes Protein mh Spezifitat fur das CD30-Antigen 
eingesetztwird 

Es besteht heute die Mdgiichkeit, die variablen Regionen von schwerer (Vh) und leichter (Vl) Kette eines 
Maus-Antikdrpers an die entsprechenden konstanten Regionen Ch und Cl eines menschlichen Antikdrpermole- 5 
kuls anzufOgen. Durch diese Manipulation werden die fur den Menschen imraunogenen Bereiche des Antikdr- 
per-MolekQls weitgehend beseitigt, wahrend die Spezifitat des urspQnglichen Maus-Antikdrpers in dem chima- 
ren MoIekQl zumeist erhalten bleibt 

Die Aufgabe der voriiegenden Erfindung liegt daher in der Bereitstellung von neuen CD30-speziiischen 
Substanzen mit verminderter Immunogenitat Ferner soli die Instability der ZeQinie Ber-H2 in Bezug auf die 10 
Produktion des monoklonalen Antikdrpers verbessert werden. 

Zur Losung der gestellten Aufgabe werden erfmdungsgemaB die Gegenstande der Ansprfiche 1, 6, 9, 13, 15, 25 
und 26 vorgeschlagen, wobei bevorzugte AusfQhrungsformen der voriiegenden Erfindung in den jeweiligen 
Unteransprtichen angegeben sind. 

Erfindungsgem£8 werden somit rekombinante DNA-Molekiile bereitgestellt, welche fur variable Immunglo- 15 
bulinketten oder Fragmente derselben kodieren, die Spezifitat fur das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 
aufweisen, wobei die rekombinanten DNA-MolekQle Sequenzen gemafi einer oder mehrerer der SEQ ID NOS; 
1, 3, 4 und/oder 6 oder deren Fragmente oder syngene oder allelische Varianten derselben umfassen, die 
vorzugsweise vollstandig oder teilweise opera tiv miteinander verknupft sind. Ferner ist es bevorzugt, daB diese 
Sequenzen oder deren Fragmente oder syngene oder allelische Varianten derselben operativ mit DNA-Sequen- 20 
zen verknupft sind, die fur konstante Teile eines humanen oder tierischen Immunglobulinmolekuls kodieren. 

Nach einer weiteren AusfQhrungsform umfassen die rekombinanten DNA-Molekule jeweils einen oder 
mehrere der hypervariablen Bereiche (die auch als CDR fur "complementarity determining residues" bezeichnet 
werden) der in den SEQ ID NOS: 1 oder 3 bzw. in den SEQ ID NOS: 4 oder 6 angegebenen Sequenzen oder 
syngene oder allelische Varianten derselben. 25 

SchlieBlich konnen die in den SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und/oder 6 angegebenen Sequenzen oder deren Fragmente 
oder syngene oder allelische Varianten derselben operativ mit DNA-Sequenzen verknupft sein, die fflr toxische 
Proteine oder Enzyme kodieren. 

Ferner werden erfindungsgemafl Expressionsvektoren bereitgestellt, die ein oder mehrere der genannten 
rekombinanten DNA-MolekQIe in operativer VerknQpfung mit Expressionskontroll-Sequenzen enthahen und 30 
vorzugsweise fur die Expression in Prokaryonten- und/oder Eukaryonten- Wirtszellen geeignet sind. 

Weiterhin stellt die Erfindung Wirtszellen zur VerfQgung, die mh den genannten Expressionsvektoren transri- 
ziert sind, wobei Prokaryonten- oder Eukaryonten-Zellen in Betracht kommen, wobei die bei der DSM (Deut- 
sche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) am 8. August 1995 unter der Zugriffsnummer 
DSM ACC2224 nach den Bestimmungen des Budapester Vertrages hinterlegte Eukaryonten-Zelle CH-BerH2 35 
bevorzugtist 

Im ubrigen wird ein Verfahren zur Herstellung von liganden fur das menschliche Zellmembran-Antigen 
CD30 bereitgestellt, bei dem man eine der genannten Wirtszellen in einem geeigneten Nahrmedium kultiviert, 
anschlieBend die Zellen von dem Medium abtrennt und die Liganden als Expressionsprodukte aus dem Medium 
oder aus dem Cytoplasma der Wirtszellen isoliert Vorzugsweise werden die Liganden anschlieBend gereinigt 40 
und mit Qblichen Hilfs- und Tragerstoff en zu pharmazeutischen oder diagnostischen Praparaten f ormuliert 

Ferner werden rekombinante Liganden fur das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 bereitgestellt, die 
mindestens die in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen Ammosauresequenzen oder Fragmente oder 
allelische Varianten derselben umfassen. Vorzugsweise umfassen diese Liganden jeweils einen oder mehrere der 
hypervariablen CDR-Bereiche der in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen Ammosauresequenzen oder 45 
syngene oder allelische Varianten derselben. Nach einer besonderen Aushlhrungsform sind in den SEQ ID NOS: 
2 und/oder 5 angegebene Ammosauresequenzen oder Fragmente oder allelische Varianten derselben unterein- 
ander verknupft Ferner kdnnen diese Sequenzen oder Fragmente oder allelische Varianten derselben vorzugs- 
weise mit konstanten Teilen eines humanen oder tierischen Immunglobulinmolekuls verknupft sein. Nach einer 
weiteren bevorzugten AusfQhrungsform sind die vorstehend genannten rekombinanten Liganden peptidisch 50 
oder fiber Linker- Molekule mit toxischen Proteinen oder mit Enzymen bzw. Proenzymen verknupft, wobei die 
Toxine vorzugsweise in Form von Ribosomen-inaktivierenden Proteinen vorliegen und die Enzyme vorzugswei- 
se aus der Gruppe der Phosphodiesterasen ausgewahlt sind. Nach einer alternativen AusfQhrungsform sind die 
vorstehend genannten rekombinanten liganden direkt oder fiber Linker-Molekfile kovalent oder konjugiert mit 
photoaktivierbaren Verbindungen oder mit radioaktiven Isotopen verknfipft, wobei letztere vorzugsweise aus 55 
der Gruppe bestehend aus Indium, Jod, Yttrium, Technetium, Rhenium, Kupfer und Lutetium ausgewahlt sind. 
Die VerknQpfung kann beispielsweise unter Verwendung von ChelatbQdnern oder fiber photochemische Akti- 
vierungsprozesse erfolgen(vgL WO 94/04189). 

SchlieBlich werden diagnostische oder pharmazeutische Praparate bereitgestellt, die vorzugsweise einen oder 
mehrere der vorstehend genannten oder durch das erfindungsgemifie Verfahren hergestellte Liganden allein 60 
oder in {Combination mit Qblichen Tragerstoffen und VerdOnnungsmitteln enthalten. Diese Praparate dienen 
vorzugsweise der Diagnostik und/oder Behandlung von Krebs formen wie insbesondere der Hodgkinschen 
Erkrankung, bei denen das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 auf Zellen exprimiert wird, die fur die 
Erkrankung von Bedeutung sind. 

Zur Ldsung des der Erfindung zugrunde liegenden Problems wurden ausgehend von dem Maus-Antik6rper 65 
Ber-H2 die Sequenzen der variablen Region der leichten (VJ) und schweren Ketten (VhDJ) dieses CD30-reakti- 
ven monoklonalen Antikdrpers bestimmt Die zugehdrigen genomischen Sequenzen wurden dann mh den 
Sequenzen fur die konstanten Regionen eines menschlichen Immunglobulinmolekuls verbunden. Das resultie- 
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rende Konstrukt wurde in einer geeigneten Zelle, vorzugsweise einer keine eigenen Immunglobulinketten 
produzierenden Myelomzellinie, zur Expression gebracht 

ErfindungsgemaB wurde zunachst die zytoplasmatische RN A aus kultivierten, den Antik6rper Ber-H2 produ- 
zierenden Zellen der Mausmyelomhybridfinie isoliert AnschlieBend wurde nut Hilfe der reversen Transkriptase 
eine cDNA-Synthese von VlJ und VhDJ durchgefQhrt, wobei die verwendeten, nachfolgend angegebenen 
Oligonukieotide dem 5'-Ende der konstanten Regionen der L- bzw. H-Kette komplementar waren: 

5' AGATGGATACAGTTGGT 3' (konLl) 
5' GGGGCCAGTGGATAGAC 3' (konHl) 

Um die cDNAs durch Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifizieren zu kdnnen, wurden sie mit Guanosin- 
Trinukieotiden so verlangert, daB ein Poly-C-Anker-oligo mit der nachfolgend angegebenen Sequenz als 5'-Pri- 
raer dienen konnte: 

5' GCGCGGCCGCGGAGGCCCCXXXXXXXX:CC 3' (AN-Poly-C). 

Als 3'-Primer wurden die bereits zur cDNA-Synthese verwendeten Oligonukieotide konLl bzw. konHl einge- 
setzt In weiteren PCR-Reaktionen wurden die cDNAs rah den nachfolgend angegebenen 3'-01igonukIeotiden 
konL2 bzw. konH2 sowie mit dem angegebenen Ankerprimer am 5'-Ende, die jeweils uberhangende Restrik- 
tionsschnittstellen trugen, amplifiziert: 

5' GGAATTCGGATACAGTTGGTGCAGC 3 f (konL2) 
5' GGAATTCGTGGATAGAGAGATGGG 3' (konH2) 
5' GCGCGGCCGCGGAGG 3' (Ankerprimer) 

Zur Bestimmung der cDNA-Sequenzen wurden die erhaltenen Fragmente in handelstibliche Sequenzierungs- 
vektoren kloniert (z. B. unter Verwendung des Vektors pGEM®-l lZf( +) von Promega, Heidelberg). 

Die Sequenzanalysen ergaben, daB das V-Gensegment der leichten Kette des mAk Ber-H2 mit dem J2-Gense- 
gement, das der schweren Kette mit dem J 3 -Gensegment rekombiniert war. 

Mit Hilfe dieser cDNA-Sequenzen konnten in einem weiteren Schritt 5'-Primersequenzen festgelegt und 
synthetisiert werden, die im untranslatierten Bereich des jeweiligen Gens liegen. Da die Intronsequenzen 
s&mtlicher J-Minigene bekannt und fiber Genbanken zuganglich sind, konnten hieraus ferner 3'-Primersequen- 
zen abgeieitet werden, die im nicht-kodierenden Bereich der DNA der Mausmyelomhybridlinie liegen. Auf diese 
Weise war es mOglich, diese genomische DNA nach PCR-AmpOfikation gerichtet zu klonieren, ohne die 
originale Genstruktur (5'— UTR — Exon 1 — Intron — Exon 2 — J-Intron) zu verandern. 

Um vollstandige Sequenzen zu erhalten, wurden die VJ- bzw. VHDJ-PCR-Produkte dann zunSchst in geeig- 
nete Sequenzierungsvektoren kloniert und die Inserf-Bereiche von jeweils drei Klonen vollstandig sequenziert 
Parallel hierzu wurden die PCR-Produkte als Referenz direkt sequenziert Nach Oberprufung des korrekten 
Leserahmens und des Nichtvorhandenseins von Stop-Codons innerhalb der klonierten DNA wurde jeweils ein 
zu den PCR-Produkten sequenzhomologer Klon in die entsprechenden Expressionsvektoren (pUHW Y i bzw. 
pUHWic umkloniert Diese Vektoren enthielten die fur die konstanten Teile eines humanen Antikorpers kodie- 
renden Sequenzen, ein murin/humanes Intronhybrid, einen Selektionsmarker, sowie die zur effizienten Expres- 
sion notwendigen Maus-Promotor- und Enhancerelemente. 

Nach Linearisienmg der Plasmide wurde eine Kotransfektion beider Konstrukte in Sp2/0-Agl4-Zellen (M 
Shulman et aL, Nature, 276, S. 269-270, 1978) durchgefuhrt Diese Zellen haben die Fihigkeit verloren, eigene 
Immunglobulinketten zu synthetisierea Stabile Transfektanten wurden darauf durch Geneticin-Selektion iso- 
liert Die Austestung der KulturQberstande erf olgte mit der Immunfluoreszenztechnik auf L428KS-Zellen, einer 
Hodgkinlymphomlinie (V. Diehl et aL, "Characteristics of Hodgkin's disease-derived cell fines", Cancer Treat- 
ment Reports, 66, S. 615—632, 1982). Mehrere positive Primarkulturen wurden gefunden und jeweils kloniert 
und rekloniert Zur Spezifitatsabkiarung des sezernierten Antikdrpers wurde untersucht, ob das Reaktionsspek- 
trum des chimaren Proteins dem des murinen mAk Ber-H2 entsprach. Sowohl ein Panel von CD30 + - bzw. 
CD30~-Zellinien in der Immunfluoreszenz als auch die immunhistologische Austestung an humanem Morbus 
Hodgkin-Gewebe ergaben, daB das chimansierte Reagenz eine mit dem ursprunglichen Maus-Antikdrper 
Ber-H2 vergleichbare Spezifitat aufweist 

Der Vorteil der hier dargelegten erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen bzw. ihrer Produkte gegenuber dem 
Stand der Technik besteht zum einen in der weit geringeren Immunogenitat im menschlichen Kdrper und zum 
anderen in deren vielfaitigen Manipulationsmdglichkeiten, die sich aufgrund der Kenntnis der DNA-Sequenzen 
ergeben. So 1st es z. B. mSglich, ein Protein mit CD30-Spezifitdt in Bakterien oder Insektenzellen mit viel 
niedrigeren Kosten herzustellen, als in der konventionellen Zellkultur. Die Kenntnis der Sequenzen ermoglicht 
auch die Kopplung mit anderen DNA-Sequenzen, die fur aktivierende oder toxische Proteine, Enzyme oder 
Liganden von Abwehrzellen kodieren. Ferner kdnnen Fragmente der Gesamtsequenzen wie z. B. isolierte 
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hypervariable Regionen fUr die Synthese entsprechender Proteinfragmente eingesetzt werdea 
Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen veranschaulicht 

Beispiel 1 

5 

Isoiierung von Nukleinsauren aus Myelomhybridzellen 

Etwa 2 x 10 8 Zellen der Mausmyelomhybridlinie Ber-H2 wurden mittels Zentrifugation pelletiert, in 100 jxl 
PBS resuspendiert und in 4 ml GT-Puffer (enthaltend 4 M Guanidiniumisothiocyanat, 25 raM Natriumcitrat, 
0,5% Natriumlaurylsarcosin, 100 mM p-Mercaptoethanol, pH-Wert 7,0) lysiert Die erhaltene Suspension wurde 10 
auf einen Casiumchlorid-Gradienten geladen, welcher 2 ml 5,7 M Casiumchlorid, 1,5 ml 40% (GewTVoL) CsCl 
1,5 ml 30% (GewTVoL) CsCl und 1 ml 20% (GewTVoL) CsCl enthielt Nach einer 20 Stunden langen Zentrifuga- 
tion mh 55 000 UpM bei 15°C wurde die pelletierte cytoplasmatische RNA gewonnen, in destilliertem Wasser 
gelost, durch PIC-Extraktion (50 VoL-% Phenol, 48 VoL-% CHCU, 2 VoL-% Isoamylalkohol) aufgereinigt und 
mit Ethanol gefallt Die Prazipitate wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei — 80° C aufbewahrt 15 

Beispiel 2 

cDNA-Syn these 

20 

Ein etwa 100 ]ig RNA entsprechendes Volumen des gemafi Beispiel 1 erhaltenen Prazipitats wurde zur 
cDNA-Synthese eingesetzt Das Prazipitat wurde 15 Minuten iang bei 4°C mit 14 000 UpM zentrifugiert, mit 
300 jxl 70%-igem Ethanol gewaschen, und die RNA wurde in 15 \l\ H2O gelost Nachfolgend wurde der Ansatz 20 
Minuten lang bei 45° C mit 375 ul DMSO denaturiert, mit Ethanol gefallt und nach 15 Minuten langer Zentrifuga- 
tion bei 4° C und 1 4 000 UpM und nach Waschung mit 70% Ethanol in 5 x RT-Puffer gelSst 25 

Der Reaktionsansatz fur die Reverse Transkriptase enthielt je 1 mM der vier dNTP's, 1 jig c K - bzw. Cy- Primer, 
1000 Einheiten MMLV-Reverse Transkriptase (BRL), 20 \id P 2 P]dCTP, 2 Einheiten RNAse Block 2 (Stratage- 
ne) und H2O bis zu einem Endvolumen von 100 jiL Der Ansatz wurde 90 Minuten lang bei 37° C inkubiert und 
anschliefiend wurde die RNA 30 Minuten lang bei 42° C mit 50 jig RNAse behandelt Nach PIC-Extraktion, 
Failung, Zentrifugation und Waschen der cDNA gemSB Beispiel 1 wurde der Niederschlag in 8 u.1 H2O geldst, 30 
mit 8 (il denaturierendem Laufpuffer vermischt und auf ein Potyacrylamid- Harnstoff-Gel aufgetragen und 2 
Stunden lang bei 54° C und 2500 V aufgetrennt Anschliefiend wurde das Gel 12 Stunden lang bei -80°C auf 
einem Rontgenfiim exponiert Die im Autoradiogramm den VlJ- bzw. VHDJ-Fragmenten entsprechenden 
Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit 500 ml NH4OAC bei 37° C eluiert Die Eluate wurden 
anschliefiend mit Ethanol gefallt und nach Zentrifugation und Waschen der DNA gemaB Beispiel 1 in 10 pi H2O 35 
gelSst 

Der Ansatz fQr die anschliefiende Tailing"-Reaktion der cDNA enthielt 1 mM dGTP, 100 mM Na-Cacodylat, 1 
mM P-Mercaptoethanol 1 mM C0Q2, 2 jig BSA, 33 Einheiten terminale Desoxynukleotidyl transferase (BRLX 
5 id cDNA und Wasser bis zu einem Endvolumen von 20 pL Die Reaktion wurde 60 Minuten lang bei 37° C 
durchgefuhrt Nach PIC-Extraktion, EthanoIfaUlung und Waschen der Nukleinsaure gema^fi Beispiel 1 wurde die 40 
erhaltene DNA nach Ldsen in 20 (il Wasser und Herstellung einer Verdunnungsreihe dem anschliefienden 
PCR-Verfahren zugef&hrt 

Beispiel 3 

45 

PCR-Verfahren 

Die DNA aus Beispiel 2 wurde mit Hilfe eines Poly-C-Anker-Primers (AN-Pory-C) sowie des entsprechenden 
3'c-Primers (konLl bzw. konHl) in einer ersten PCR-Reaktion amplifiziert, wobei sich der Buchstabe c auf den 
konstanten Bereich bezieht Der Reaktionsansatz enthielt 10 ng des Primers AN-Poly-C-Oligo, 100 ng Ankerpri- 50 
mer, 100 ng konLl- bzw. konHl -Oligo, 2 jil 10 x PCR-Puffer (2 mM dNTP's, 10 mM MgQ^ lOOmM Tris-HCl, 
500 mM KC1, pH-Wert MX 2 Einheiten Taq-Polymerase, 5 \i\ cDNA und Wasser bis zu einem Endvolumen von 
20 ul Die Reaktion erfolgte nach dem folgenden PCR-Programm: 5 Minuten 94° Q 5 Zyklen von jeweils 
1 Minute 94°C, 2 Minuten 42°Q 1 Minute 72°C, 30 Zyklen von jeweils 1 Minute 94°Q 1 Minute 42°Q 1 Minute 
72°C und 10 Minuten 72°C 55 

Die auf diese Weise erhaltenen DNA-MolekOle wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophore- 
tisch aufgetrennt Die mh V K bzw. V Y korrespondierenden Banden wurden ausgeschnitten und in 100 pi H2O 
12 Stunden lang bei 4°C eluiert Anschliefiend erfolgte eine zweite PCR-Reaktion mit einer Verdunnungsreihe 
der aus dem Gel eluierten DNA wie oben beschrieben, jedoch mit der Abweichung, dafi 3'c-Primer (konL2 bzw. 
konH2) eingesetzt wurden, die Restriktionsschnittstellen-Oberhange an den 5'-Enden aufwiesen. 60 

Beispiel 4 

Klonierung der cDNA 

65 

Zunachst wurde sowohl der Vektor pGEM®-l lZf( +) (Promega, Heidelberg) als auch die erhaltene cDNA mit 
den Restriktionsenzymen EcoRI und Sail 1 Stunde iang bei 37° C inkubiert Nach Dephosphorylierung des 
Plasmids mit 2 x 4 Einheiten Kalberdarm-Phosphatase (20 Minuten 37° Q 10 Minuten 70° Q wurden Vektor 
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und cDNA auf einem Agarose- bzw. Polyacrylamidgel aufgetrennt, anschiieBend auf eine NA-45-Membran 
(Schleicher & SchttH Dassel) transferiert und 30 Minuten lang bei 65°C mit 1M Nad in 1 x TE eluiert Die 
Eluate wurden gem&B Beispiel 1 mit Ethanol gefftilt, zentrifugiert, gewaschen und in H2O geldst Die anschlie- 
Bende Ligationsreaktion erfolgte 12 Stunden lang bei 16°C, wobei der Ansatz 2 Einheiten T4-DNA-Ligase (New 
England Biolabs, Boston, USA), 1 mM ATP und 5 x Ligasepuff er enthieh und das molare Verhaltnis von Plasmid 
zu cDNA 1 : 2 betrug. Der Ligationsansatz wurde anschiieBend zur Transformation kompetenter E coli-Bakte- 
rien (XL 1 blue) mit 200 ul Bakteriensuspension vermischt und zunachst 30 Minuten lang bei 0°Q dann 2 Minu- 
ten lang bei 42° C, dann 5 Minuten lang bei 0° C und schlieBlich nach Zugabe von 1 ml LB-Medium 1 Stunde lang 
bei 37°C im Schthtler inkubiert Jeweils 200 yd des Ansatzes wurden auf antibiotikahaitige Agarplatten ausplat- 
tiert und bei 37° C fiber Nacht inkubiert Die entstandenen Einzelkolonien wurden nun in LB-Ampicillin-Medium 
angeimpft und fiber Nacht bei 37° C im Schuttler inkubiert 

Mit der auf diese Weise erhaltenen Bakterienkultur wurde sodann erne Plasmidpraparation durchgefiihrt und 
der Klonierungserfolg wurde nach Restriktionsverdau und anschlieBendem Auftragen des Ansatzes auf ein 
Agarosegel fiberprttft Die positiven Klone wurden anschiieBend zur Sequenzierung 30 Minuten lang bei 37° C 
rait 0,2N NaOH alkalisch denaturiert Nach Ethanolfallung, Zentrifugation und Waschen des Niederschlags 
gemaB Beispiel 1 wurde die DN A ge!6st und ein Aliquot zur Mengenabschatzung auf ein Agarosegel ge laden. 

Beispiel 5 

Sequenzierung der D N A- Fragmente 

Die Sequenzierung der klonierten cDNA sowie der genom'ischen DNA erfolgte nach der Methode von 
Sanger (R Sanger, S. Nicklen und A. R. Coulson, Proa NatL Acad. ScL, USA 74 : 546 (1977)) rah dem Sequenase- 
Kit- Version 2.0 (United States Biochemical, USA) entsprechend den Anweisungen des Herstellers- Die Gelelek- 
trophoresen erfolgten bei 54°C und einer Spannung von 1500 V, 

Mit Hilfe der cDNA-Sequenzen wurden in einem zweiten Schritt Primersequenzen festgelegt und syntheti- 
siert, urn die genomische DNA zu amplifizierea Hierbei wurden die nachfolgend angegebenen 5'-OUgonukleoti- 
de 



5' GATCGTCG^GGAAATGCATCAGACCAGCATGGGC 3' (LCHTOKup) 

bzw. 

5 ' CATAGTCGACAATACGATCAGCATCCTCTCCACAG 3 ' (HACHBERup) 
so gewahlt, daB sie im Bereich der 5 r -untranslatierten Regionen binden. Die 3'-Primer 



5 ' ATCAGCGGCCGCACTTAACAAGGTTAGACTTAGTGAAC 3 ' ( LCHTDKdo ) 

bzw. 

5' GATAGCGGCCGCATGCATTTAGAATGGGAGAAGTTAGG 3' ( HACHBERdo ) 

wurden anhand der Information fiber das jeweils rekombinierte J-Minigen im entsprechend zugehorigen invari- 
anten J-Intron ausgewahlt Die Primer enthielten auBerdem die zur Klonierung in Expressionsyektoren notwen- 
digen Restriktionsschnittstellen. Die genomische DNA wurde mit Hilfe dieser Primer amplifiziert Die PCR-Re- 
akton (5 pi 10 x PCR-Puffer (1^ mM MgCk 200 mM dNTP's, 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCL pH-Wert 83), V 
Einheiten Taq-Polymerase (Perkin Elmer, OberlingenX je 5 ^M Primer, 5 ul genomische DNA einer Verdfin- 
nungsreihe, ad 50 ul H2O) wurde mit folgendem Programm durchgeffihrt: 5 Minuten 95°Q 26 Zyklen von jeweils 
1 Minute 94°Q 2 Minuten 55°Q 2 Minuten 72°C; 7 Minuten 72°C 

Um vollstandige Sequenzen zu erhalten, wurden die VJ- bzw. VDJ-PCR-Produkte zunachst in Sequenzie- 
rungsvektoren kloniert (pGEM»-5Z8(+), Promega, Heidelberg) und jeweils 3 Klone vollstandig (nach Beispiel 5) 
sequenziert Parallel hierzu wurde das PCR-Produkt als Referenz direkt sequenziert (Qycle-Sequencing-Kit, 
Perkin Elmer, Oberlingen). Nach Oberprufung des korrekten Leserahmens und des Nichtvorhandenseins von 
Stop-Codons innerhalb der klonierten DNA wurde jeweils ein zum PCR-Produkt sequenzhomologer Klon in 
den entsprechenden Expressionsvektor umkloniert Diese Vektoren enthielten die fur die konstanten Teile eines 
humanen Antikorpers kodierenden Sequenzen, ein murin-humanes Intronhybrid, einen Selektionsmarker sowie 
die zur Expression notwendigen Maus-Promotor- und Enhancerelemente. 

Beispiel 6 

Umklonierung in Expressionsvektor und Expression des chimaren Proteins 

Zur Umklonierung wurden sowohl von den pGEM*-5-Konstrukten gemaB Beispiel 5 als auch von den 
Expressionsvektoren pUHW K bzw. pUHW y! (W. Weissenhoro et aL, Gene, 106, S. 273-277, 1991) je ca. 1 ^ig 
DNA mit den Restriktionsenzymen Sail und NotI geschnitten. Nach der Restriktion wurde der Ansatz auf ein 
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Polyacryiamidgel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt Die Banden, die dem VJ-bzw. VDJ-Gen entspra- 
chen, wurden gemaB Beispiel 4 aus dem Gel isoliert Der Restriktionsverdau, die Aufreinigung und Dephospho- 
rylierung der Vektoren, die Ligation und Transformation sowie die Anzucht der Bakterienkultur erfolgte 
ebenfalls gemaB Beispiel 4. Nach Plasmidaufarbehung und Restriktionsverdau wurde von je einem positiven 
Klon eine 100 ml umfassende Bakterienkultur bei 37°C angezogen. Die zur Transfektion bendtigte Plasmid- 5 
DNA wurde rait dem Quiagen-Plasmid-Midi-Kit (Quiagen GmbH, Hilden) gemaB den Angaben des Herstellers 
aus den Bakterien isoliert und aufgereinigt 

Die vorberetteten Plasmide fur leichte und schwere Ketten wurden zur stabilen Transfektion rait den Restrik- 
tionsenzymen EcoRI bzw. Pvul linearisiert, gereinigt, und zur Mengenabschatzung wurde ein Aliquot auf ein 
Agarosegel aufgetragen. Die Transfektion erfolgte unter Anwendung des Gene-Pulser-Gerats (Biorad, Mun- io 
chen): jeweils ca. 4 ug Plasmid und 1 x 10 6 Sp2/0-Maus-Myelomhybrid-Zellen wurden in 1 x HeBs (20 mM 
HEPES, 137 mM NaCl, 5raM KC1, 700 mM Na 2 HPC>4, pH-Wert 7^) rait 940 up und 270 V. gepulst, bevor die 
Zellen in einer Dichte von 1 x 10 s Zellen/ml in Dulbecco's Modified Eagle's Medium unter Zusatz von 10% 
foetalem Kalberserum ausgesit wurden. Fur die Selektion positiver Klone wurde dem Medium 48 Stunden nach 
der Aussaat das Antibiotikum G418 in einer Konzentration von zunachst 800 ug/ml zugegeben, wobei die 15 
Konzentration allerdings nach 12 Tagen auf 1200 fig/ml erhoht wurde. Nach 15 Tagen konnten Primarkulturen, 
deren Kulturuberstande mit L428KS-Zellen in der indirekten Immunfluoreszenz reagierten, identifiziert werden. 
Diese Transfektanten wurden kloniert, rekloniert und Oberstande mit Hilfe eines DurchfluBcytometers wieder- 
um auf L428KS-Zellen analysiert Einzelne Oberstande wurden auch gegenuber CD30-negativen Zellen, z. Rder 
Zellinie KG- 1, untersucht, eine Reaktion konnte erwartungsgemaB nicht nachgewiesen werden. 20 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: medac Gesellschaft fuer klinische 

Spezialpraeparate mbH 

(B) STRASSE: Fehl andtstrasse 3 

(C) ORT: Hamburg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 20312 

(ii) ANMELDETITEL: Rekombinante Liganden fuer das menschliche 
Zellmembran-Antfgen CD30 

(lii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

!A) LANGE: 470 Basenpaare 
B) ART: NuklelnsSure 
C) STRANG FORM: Doppel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLflSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 1..47 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 48..>470 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Primaerprodukt der 
schweren gammal-Kette von BerH2 a 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLflSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE: 48.. 101 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 102.->470 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Schwere gammal-Kette von 
BerH2" 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mi sc_f eature 



jBj LAGE: 102.. 470 



TAC ATT AAT CCT AGC ACT GGT TAT ACT GAC TAC AAT CAG AAC TTC AAG 296 
Tyr He Asn Pro Ser Thr Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gin Asn Phe Lys 
50 55 60 65 

GAC AAG GCC ACA TTG ACT GCA GAC AAA TCC TCC AGA ACA GCC TAC ATG 344 
Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Arg Thr Ala Tyr Met 
70 75 80 
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SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region der 
schweren gammal-Kette von BerH2 H 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mi sc_f eature 

(B) LAGE: 192.. 206 
(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR1 von 

BerH2" 

(ix) MERKMALE: 15 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 249.. 299 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR2 von 
BerH2" 



20 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 396.. 437 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Variable Region CDR3 von 25 
BerH2" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

AATACGATCA GCATCCTCTC CACAGACACT GAAAACTCTG ACTCACA ATG GAA GGC 56 

Met Glu Gly 
-18 

ACT GGA TCT TCT CTT CCT GTT TTC AGT ACT GCA GGT GTC CAC TCC CAG 104 
Thr Gly Ser Ser Leu Pro Val Phe Ser Thr Ala Gly Val His Ser Gin 
-15 -10 -5 1 

GTC CAG CTT CAC GAG TCT GGG GCT GAA GTG GCA AAA CCT GGG GCC TCA 152 
Val Gin Leu His Glu Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Ala Ser 
5 10 15 

GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT ACC TAC TGG 200 
Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Trp 
20 25 30 

ATG CAC TGG ATA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA 248 50 

Met His Trp lie Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly 
35 40 45 



30 



35 



40 



45 



55 



60 



65 
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CM CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT ACA GTC TAT TAC TGT ACA 392 
Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Thr Val Tyr Tyr Cys Thr 
85 90 95 

5 AGA AGG GGA CCC TCG TAT GGT AAC CAC GGG GCC TGG TTT CCT TAC TGG 440 
Arg Arg Gly Pro Ser Tyr Gly Asn His Gly Ala Trp Phe Pro Tyr Trp 
100 105 110 



to 



15 



35 



45 



GGC CAA GGG ACT CTG GTC ACT GTC TCT GCA 470 
Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala 
115 120 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 



20 (1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 141 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

25 (ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

30 Met Glu Gly Thr Gly Ser Ser Leu Pro Val Phe Ser Thr Ala Gly Val 
-18 -15 -10 -5 



His Ser Gin Val Gin Leu His Glu Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro 
1 5 10 

Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr 
15 20 25 30 

40 Thr Tyr Trp Met His Trp He Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu 

35 40 45 



Trp He Gly Tyr He Asn Pro Ser Thr Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gin 
50 55 60 

Asn Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Arg Thr 
55 70 75 

» Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Thr Val Tyr 
80 85 90 

Tyr Cys Thr Arg Arg Gly Pro Ser Tyr Gly Asn His Gly Ala Trp Phe 
95 100 105 110 

55 

Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala 
115 120 



65 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 598 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNS (genomisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: raise feature 

(B) LAGE: 1..6 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Restriktionsschnittstene 
Sail, synthetisch" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 7.. 53 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: exon 

(B) LAGE: 54.. 98 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= Exonl 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: intron 

(B) LAGE: 99.. 179 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 
B] LAGE: 180.. 557 
D) SONSTIGE ANGABEN: /label- Exon2 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: intron 

(B) LAGE: 558.. > 5 90 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label" J3- Intron 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLOSSEL: COS 

B) LAGE: join(54..98, 180.. 557) 
D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Prim.prod. d. var. 

Region d. schweren gammal-Kette v. BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 498..>590 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /function^ "J3-Minigen" 



15 



25 



35 



45 



50 



55 
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(ix) MERKMALE: 

[A) NAME/SCHLUSSEL: nrisc feature 
LAGE: 591.. 598 

SONSTIGE ANGABEN: /note= "Restriktionsschnittstelle 
NotI, synthetisch" 



ItKKJ 

(A) 

IS! 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLflSSEL: sig_peptide 
»o (B) LAGE: join(54..98 f 180.. 188) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat peptide 

(B) LAGE: 189.-557 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product^ "Variable Region der 
schweren gammal-Kette von BerH2" 



(ix) MERKMALE: 
» (A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 279.-293 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Variable Region CDR1 von 
BerH2" 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 336.-386 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR2 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: raise feature 
(b) LAGE: 483.-524 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR3 von 
BerH2" 



40 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GTCGACAATA CGATCAGCAT CCTCTCCACA GACACTGAAA ACTCTGACTC ACA ATG 56 

Met 
-18 



GAA GGC ACT GGA TCT TCT CTT CCT GTT TTC AGT ACT GCA GGT 98 
Glu Gly Thr Gly Ser Ser Leu Pro Val Phe Ser Thr Ala Gly 
-15 -10 -5 

TAGGGGCTCA CCAGTTCAAA ATCTGAAGAG GAAACAGAAT CTGAGGTGAC AGTGATACCT 158 

ACTATCCTTC TGTCCACAGG T GTC CAC TCC CAG GTC CAG CTT CAC GAG TCT 209 

Val His Ser Gin Val Gin Leu His Glu Ser 
-3 1 5 



GGG GCT GAA GTG GCA AAA CCT GGG GCC TCA GTG AAG ATG TCC TGC AAG 257 
Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Ala Ser. Val Lys Met Ser Cys Lys 
» 10 15 20 



65 
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GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT ACC TAC TGG ATG CAC TGG ATA AAA CAG 305 
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Trp Met His Trp lie Lys Gin 
25 30 35 

AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA TAC ATT AAT CCT AGC ACT 353 5 

Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly Tyr He Asn Pro Ser Thr 
40 45 50 55 

GGT TAT ACT GAC TAC AAT CAG AAC TTC AAG GAC AAG GCC ACA TTG ACT 401 10 

Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gin Asn Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr 
60 65 70 

GCA GAC AAA TCC TCC AGA ACA GCC TAC ATG CAA CTG AGC AGC CTG ACA 449 15 

Ala Asp Lys Ser Ser Arg Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr 
75 80 85 



TCT GAG GAC TCT ACA GTC TAT TAC TGT ACA AGA AGG GGA CCC TCG TAT 497 
Ser Glu Asp Ser Thr Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Arg Gly Pro Ser Tyr 
90 95 100 



20 



GGT AAC CAC GGG GCC TGG TTT CCT TAC TGG GGC CAA GGG ACT CTG GTC 545 
Gly Asn His Gly Ala Trp Phe Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 25 
105 110 115 



ACT GTC TCT GCA GGTGAGTCCT AACTTCTCCC ATTCTAAATG CATGCGGCCG 597 

Thr Val Ser Ala 

120 



30 



598 

35 
40 
45 
50 



55 



60 



65 
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(2) INFORMATION ZU 5EQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 412 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: CDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 1..4 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS 
B) LAGE: 5.. 412 

D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Primaerprodukt der 
Teichten kappa-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: sig peptide 

(B) LAGE: 5.. 91 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLOSSEL: matpeptide 

B) LAGE: 92..>412 

D) SONSTIGE* ANGABEN : /product** "Leichte kappa-Kette von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 92.. 412 "~ 

(D) SONSTIGE* ANGABEN: /product* "Variable Region der 
leichten kappa-Kette von BerH2" 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLiiSSEL: misc feature 
LAGE: 161.. 193 

SONSTIGE ANGABEN: /note= "Variable Region CDR1 von 
BerH2" 



1CKNJ 

(A) 

is] 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 239. .259 ~~ 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Variable Region C0R2 von 
BerH2" 



to 



(ix) MERKMALE: is 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 356.. 382 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Variable Region CDR3 von 
BerH2" *~ " 



20 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4 : 

GGAA ATG CAT CAG ACC AGC ATG GGC ATC AAG ATG GAA TCA CAG ACT CTG 49 2s 

Met His Gin Thr Ser Met Gly He Lys Met Glu Ser Gin Thr Leu 
-29 -25 -20 -15 

GTC HC ATA TCC ATA CTG CTC TGG TTA TAT GGT GCT GAT GGG AAC ATT 97 w 

Val Phe He Ser He Leu Leu Trp Leu Tyr Gly Ala Asp Gly Asn lie 
-10 -5 1 

GTA ATG ACC CAA TCT CCC AGA TCC ATG TCC ATG TCT GTA GGA GAG AGG 145 
Val Met Thr Gin Ser Pro Arg Ser Met Ser Met Ser Val Gly Glu Arg * 
5 10 15 

GTC ACC TTG AGC TGC AAG GCC AGT GAG AAT GTG GAT ACT TAT GTA TCC 193 
Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Asp Thr Tyr Val Ser 
20 25 30 



40 



TGG TAT CAA CAG AAA CCA GAG CAG TCT CCT AAA CTC CTG ATA TAC GGG 241 
Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Glu Gin Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr Gly 
35 40 45 50 45 

GCA TCC AAC CGG TAC ACT GGG GTC CCC GAT CGC TTC ACA GGC AGT GGA 289 
Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly 
55 60 65 



50 



55 



TCT GCA ACA GAT TTC ACT CTG ACC ATC AGC AGT GTG CAG GCT GAA GAC 337 
Ser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Ser Val Gin Ala Glu Asp 
70 75 80 

CTT GCA GAT TAT CAC TGT GGA CAG AGT TAC AGA TAT CCT CCC ACG TTC 385 
Leu Ala Asp Tyr His Cys Gly Gin Ser Tyr Arg Tyr Pro Pro Thr Phe 
85 90 95 

GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA 412 W 

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
100 105 

65 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5 : 

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 136 AminosSuren 

(B) ART: Aminos Sure 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Met His Gin Thr Ser Met Gly He Lys Met Glu Ser Gin Thr Leu Val 
-29 -25 . -20 -15 

Phe lie Ser He Leu Leu Trp"teu Tyr Gly Ala Asp Gly Asn He Val 
-10 -5 1 

Met Thr Gin Ser Pro Arg Ser Met Ser Met Ser Val Gly Glu Arg Val 
5 10 15 

Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Asp Thr Tyr Val Ser Trp 
20 25 30 35 

Tyr Gin Gin Lys Pro Glu Gin Ser Pro Lys Leu Leu lie Tyr Gly Ala 
40 45 50 

Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser 
55 60 65 

Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Ser Val Gin Ala Glu Asp Leu 
70 75 80 

Ala Asp Tyr His Cys Gly Gin Ser Tyr Arg Tyr Pro Pro Thr Phe Gly 
85 90 95 

Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
100 105 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6 : 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 777 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: DNS (genomisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: raise feature 

(B) LAGE: 1..6 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note- "Restriktionsschnittstelle 
Sail, synthetisch" 
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(ix) MERKMALE: 

• (A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR 
(B) LAGE: 7.. 10 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: exon 

(B) LAGE: 11.. 85 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= Exonl 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: intron 

(B) LAGE: 86.. 374 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(Bj LAGE: 375.. 707 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= Exon2 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

B) LAGE: 708.. 777 

D) SONSTIGE ANGABEN: /label- J2-Intron 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLUSSEL: COS 

B) LAGE: join (11.. 85, 375.. 707) 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Prim.prod. d. var. 
Region d. leichten kappa-Kette v. BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: raise feature 

(B) LAGE: 674..>777 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function* "J2-Minigen" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE: join(11..85, 375. .386) 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLOSSEL: matpeptide 

B) LAGE: 387..>707 

D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region der 
leichten kappa-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLOSSEL: raise feature 

B) LAGE: 456.-488 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Variable Region CDR1 
BerH2° 

(ix) MERKMALE: 

A) NAME/SCHLOSSEL: raise feature 

B) LAGE: 534.. 554 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR2 
BerH2" 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: mi sc feature 
B) LAGE: 651.. 677 

,D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Variable Region CDR3 von 
BerH2" 



to (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ 10 NO: 6 : 

GTGGACGGAA ATG CAT CAG ACC AGC ATG GGC ATC AAG ATG GAA TCA CAG 49 
Net His Gin Thr Ser Met Gly He Lys Met Glu Ser Gin 
15 -29 -25 -20 

ACT CTG GTC TTC ATA TCC ATA-CTG CTC TGG TTA TAT GGTAAAACAT 95 
Thr Leu Val Phe lie Ser He Leu Leu Trp Leu Tyr 
-15 -10 -5 

20 

TTAAAAGTAC TATAATATCT TAAAATAATT AATTTGTAGA GAAATAGCTA TTTCCTATAG 155 

GATGCCAATA GCATGCAGAC AATGCAATTA GAAAAGTTAT TTTAAAATCT AAAATCTTGC 215 

25 TGGCATATCG ATGGTGACTG CGTTTGGAGG CTGATTTTTG GATGGATCCC CCCCCCAAAA 275 

AAAGAAAAGA AAAGTTATTT TAGATTCCAA CGATTATGTA ATGAAGTCTT TTGTGTGTGT 335 

30 GTGTGTGTAT ATATATATAT ACTCATTGTT CTGATTTCA GGT GCT GAT GGG AAC 389 

Gly Ala Asp Gly Asn 
-4 1 

as An GTA ATG ACC CAA TCT CCC AGA TCC ATG TCC ATG TCT GTA GGA GAG 437 
He Val Met Thr Gin Ser Pro Arg Ser Met Ser Met Ser Val Gly Glu 
5 10 15 



AGG GTC ACC TTG AGC TGC AAG GCC AGT GAG AAT GTG GAT ACT TAT GTA 485 
Arg Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Asp Thr Tyr Val 
20 25 30 



TCC TGG TAT CAA CAG AAA CCA GAG CAG TCT CCT AAA CTC CTG ATA TAC 533 
45 Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Glu Gin Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr 
35 40 45 



GGG GCA TCC AAC CGG TAC ACT GGG GTC CCC GAT CGC TTC ACA GGC AGT 581 
Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser 
50 55 60 65 



GGA TCT GCA ACA GAT TTC ACT CTG ACC ATC AGC AGT GTG CAG GCT GAA 629 
Gly Ser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Ser Val Gin Ala Glu 
55 70 75 80 

GAC CTT GCA GAT TAT CAC TGT GGA CAG AGT TAC AGA TAT CCT CCC ACG 677 
Asp Leu Ala Asp Tyr His Cys Gly Gin Ser Tyr Arg Tyr Pro Pro Thr 
85 90 95 



TTC GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGTAAGTAGT CTTCTCAATT 727 
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
100 105 

TTGTTCACTA AGTCTAACCT TGTTAAGTGC GGCCGCACTA GTGATATCCC 777 
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PatentansprQche 

1. Rekombinante DNA-Molekflle, welche ffir variable Immunglobulinketten oder Fragmente derselben 
kodieren, die Spezifttat fur das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 aufweisen, wobei die rekombinan- 
ten DNA-MolekQle Sequenzen gemaB einer oder mehrener der SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und/oder 6 oder deren 5 
Fragmente oder syngene oder allelische Varianten derselben umfassen, und wobei die SEQ ID NOS: 1, 3, 4 
und 6 Bestandteil dieses Anspruchs sind. 

2. Rekombinante DNA-MolekQle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB sie jeweils einen oder 
mehrere der hypervariablen Bereiche der in den SEQ ID NOS: 1 oder 3 bzw. in den SEQ ID NOS: 4 oder 6 
angegebenen Sequenzen oder syngene oder allelische Varianten derselben umfassen, wobei die SEQ ID 10 
NOS: 1, 3, 4 und 6 Bestandteil dieses Anspruchs sind. 

3. Rekombinante DNA-MolekQle nach den AnsprQchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB dies Sequen- 
zen gemaB einer oder mehrerer der SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und/oder 6 oder deren Fragmente oder syngene 
oder allelische Varianten derselben operativ miteinander verknOpft sind, wobei die SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und 

6 Bestandteil dieses Anspruchs sind. 15 

4. Rekombinante DNA-MolekQle nach den AnsprQchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenzen 
gemaB einer oder mehrerer der SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und/oder 6 oder deren Fragmente oder syngene oder 
allelische Varianten derselben operativ mit DNA-Sequenzen verknQpft sind, die fur konstante Teile eines 
humanen oder tierischen Immunglobulinmolekuls kodieren, wobei die SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und 6 Bestand- 
teil dieses Anspruchs sind. 20 

5. Rekombinante DNA-MolekQle nach den AnsprQchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die in den SEQ 
ID NOS: 1, 3, 4 und/oder 6 angegebenen Sequenzen oder deren Fragmente oder syngene oder allelische 
Varianten derselben operativ mit DNA-Sequenzen verknupft sind, die fur toxische Proteine oder Enzyme 
kodieren, wobei die SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und 6 Bestandteil dieses Anspruchs sind. 

6. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daB er ein oder mehrere der rekombinanten DNA-MolekQle 25 
nach den AnsprQchen 1 bis 5, operativ verknupft mit Expressionskontroll-Sequenzen, enthait 

7. Expressionsvektor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB er fur die Expression in einer Prokary- 
onten-Wirtszelle geeignet ist 

8. Expressionsvektor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB er fQr die Expression in einer Eukary- 
onten-Wirtszelle geeignet ist 30 

9. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einem der Vektoren nach den AnsprQchen 6 bis 8 
transformiert ist. 

10. Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Prokaryonten-Zelle ist 

1 1. Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Eukaryonten-Zelle ist 

12. Wirtszelle nach Anspruch 1 1 mit der Htnteriegungsnummer DSM ACC2224. 35 

13. Verfahren zur Herstellung von Liganden fur das menschliche Zellmemb ran- Antigen CD30, dadurch 
gekennzeichnet, daB man eine der Wirtszellen nach den AnsprQchen 9 bis 12 in einem geeigneten Nahrme- 
dium kultiviert, anschliefiend die Zellen von dem Medium abtrennt und die Liganden als Expressionspro- 
dukte aus dem Medium oder aus dem Cytoplasma der Wirtszellen isoliert 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet daB man die Liganden anschlieBend reinigt und 40 
mit Qblichen Hilfs- und Tragerstoffen zu pharmazeutischen oder diagnostischen PrQpraten f ormuliert 

15. Rekombinante Liganden fQr das menschliche Zellmembran-Antigen CD30, dadurch gekennzeichnet daB 
sie mindestens die in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen Aminosauresequenzen oder Fragmente 
oder allelische Varianten derselben umfassen, wobei die SEQ ID NOS: 2 und 5 Bestandteil dieses Anspruchs 
sind. 45 

16. Rekombinante Liganden nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet daB sie jeweils einen oder mehrere 
der hypervariablen CDR-Bereiche der in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen Aminosauresequen- 
zen oder syngene oder allelische Varianten derselben umfassen, wobei die SEQ ID NOS: 2 und 5 Bestandteil 
dieses Anspruchs sind. 

17. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet daB in den SEQ ID 50 
NOS: 2 und/oder 5 angegebene Aminosauresequenzen oder Fragmente oder allelische Varianten derselben 
untereinander verknOpft sind, wobei die SEQ ID NOS: 2 und 5 Bestandteil dieses Anspruchs sind. 

18. Rekombinante Liganden nach den AnsprQchen 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet daB in den SEQ ID 
NOS: 2 und/oder 5 angegebene Aminosauresequenzen oder Fragmente oder allelische Varianten derselben 
mit konstanten Teilen eines humanen oder tierischen Immunglobulinmolekuls verknupft sind, wobei die 55 
SEQ ID NOS: 2 und 5 Bestandteil dieses Anspruchs sind 

19. Rekombinante Liganden nach den AnsprQchen 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet daB sie peptidisch 
oder Qber Linker-Molekule mit toxischen Proteinen oder mit Enzymen bzw. Proenzymen verknQpft sind. 

20. Rekombinante Liganden nach den AnsprQchen 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB sie mit Toxinen in 
Form von Ribosomeninaktivierenden Proteinen verknQpft sind 60 

21. Rekombinante liganden nach den AnsprQchen 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB sie mit Enzymen 
aus der Gruppe der Phosphodiesterasen verknupft sind. 

22. Rekombinante Liganden nach den AnsprQchen 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet daB sie direkt oder 
Qber Linker-Molekule kovalent oder konjugiert mit radioaktiven Isotopen verknQpft sind. 

23. Rekombinante liganden nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet daB die radioaktiven Isotope aus 65 
der Gruppe bestehend aus Indium, Jod, Yttrium, Technetium, Rhenium, Kupfer und Lutetium ausgew&hlt 
sind. 

24. Rekombinante Liganden nach den AnsprQchen 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB sie direkt oder 
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(iber Linker-MolekQle kovalent oder konjugiert rait photoaktivierbaren Verbindungen verknQpft sind. 

25. Diagnostische oder pharmazeutische Prfiparate, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen oder mehrere 
der Liganden nach den AnsprQchen 15 bis 24 allein oder in Kombination mit Qblichen Tragerstoffen und 
VerdGnnungsmittein enthalten. 

26. Diagnostische oder pharmazeutische Prfiparate, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen oder mehrere 
Liganden hergestellt nach dem Verfahren gemaB den Anspruchen 13 oder 14 allein oder in Kombination mit 
Qblichen Tragerstoffen und Verdunnungsmittem enthalten. 

27. Verwendung der Praparate nach den Anspriichen 25 oder 26 zur Diagnostik und/oder Behandlung von 
Krebsformen, bei denen das menschliche Zellmembran- Antigen CD30 gebildet wird. 

28. Verwendung der Prfiparate nach Anspruch 27 zur Diagnose und/oder Behandlung der Hodgkinschen 
Erkrankung. 
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